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Glikozil-azidok szerepe az anomer szénatomhoz nitrogénen
kotodé funkciods csoportok kialakitasaban

OTKA T043550 szamu kutatasi palyazat
(2003-2006. — 6.6 MFt)

Zarojelentés

Személyi feltételek

A kutatdcsoport 6sszetétele tobbszor modosult: a témavezetd, Dr. Gyorgydeak Zoltan 2005.
tavaszi varatlan megbetegedése, majd 6szi halala miatt, \Vagvolgyineé Dr. Toth Marietta
gyermekének 2004. 6szi szlletése, majd a két éves GYES miatt csak a futamidé mintegy
feleben vettek részt a munkaban. Kieséslket Felfoldi Nora PhD hallgato csatlakozéasa 2004.
szeptemberében csak részben pétolhatta. A személyi valtozasokat, témavezet6-valtast, illetve

a munkaterv részleges valtozasat szerzédés-maodositasban rogzitettik.

A Kkutatas célja és a vallalt munkaprogram

Mind a hagyoméanyos, mind a modern szénhidratkémiaban fontos szerep jut az anomer
szénatomon kulonféle nitrogéntartalma funkcios csoportokat tartalmazo alapvegyuleteknek,
igy az N-glikozidoknak, glikozil-amidoknak, -imideknek, nitrovegyuleteknek,
izotiocianatoknak és tovabbi csoportoknak, igy kiléndsen az aminosav-szénhidrat kapcsolatot
tartalmazo N-glikopeptideknek. A felsorolt funkcids csoportokat tartalmazé vegyuletek
kiindulépontjat kepezik az N-glikan tipusu glikokonjugatumok eléallitasanak. A
glikokonjugatumok és mimetikumaik eléallitasa, és funkcidik, valamint mikodési
mechanizmusaik tanulmanyozasa a sejt fellletén lezajl6 folyamatok, és a glikozilezett
fehérjék sajatsagainak jobb megismeréséhez jarulhat hozza, és ezaltal az originalis
gybgyszertervezés egyik rohamosan fejlodo teriiletéveé valt. A palyazatban az N-glikopeptidek
alapvet6 eléallitasi modszereihez, valamint azok szerkezeti modositasahoz kivantunk
hozzajarulni glikozil-azidok, mint kiindulasi anyagok felhasznalasaval az alabbi (a 2005.

majus 31-i szerz6dés-maodositasban foglalt) munkaterv szerint:
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1. A glikozil-azidokat (D-gluko, D-galakto, 2-acetamido-2-dezoxi-D-gliiko konfiguracioban)
kdzvetlen Uton trimetil-foszfinimidekké kivanjuk alakitani, melyek vérhatéan védett
aminosavakkal is amidokka alakithatok. E korben a 2-acetamido-2-dezoxi-D-
glikopiranozil-azidbol megkiséreljik a ,,glikézamin-aszparagin” egyszerdsitett
elgallitasat.

2. Megvizsgaljuk a fenti atalakitdsok megvalosithatosagat kiilonb6zo6 dikarbonsav

szarmazékokkal.

3. Korabbi vizsgélatainkbdl rendelkezésre al16, az anomer centrumon az azidcsoport mellett
CN, CONHj; és COOR szubsztituenst tartalmazo acetilezett ill. benzoilezett
monoszacharid szdrmazékokra is megkiséreljik kiterjeszteni az atalakitast. Ennek sikere
Uj gliko- valamint glikopeptido-mimetikumokat eredményezhet.

4. A trimetil-foszfinimidek alkilezését aralkilhalogenidekkel és halogénecetsav-
szarmazékokkal vizsgaljuk meg. Ez utébbi reakcid az eddig ismeretlen N-
glikopiranozilezett glicinekhez vezetne.

Az elvégzett munka és elért eredmények” munkatervi pontonként

1. A munkatervi pont értelmében a per-O-acetilezett N-glikopiranozil-amidok eléallitasara
Gyodrgydeak Zoltan és munkatarsai altal kidolgozott modszert tovabb altalanositottuk.
Egyrészt a D-gliiko konfigurécidban Gjabb savakkal illetve szarmazékaikkal (n-pentansav,
pivaloil-klorid, ciklohexan-karbonsav, adamantan-karbonsav, fenilecetsav, difenil-ecetsav,
3-fenil-propionsav, transz-fahéjsav, fenil-propiolsav, 4-metil-benzoesav, 4-fenil-
benzoesav, 1- és 2-naftoesav, 3-(2-naftil)-akrilsav) végeztik el a modositott Staudinger-
korilmények (PMes/CH,Cl, vagy PhCHy3) alkalmazésaval kapott intermedier trimetil-
foszfinimid acilezését, és igy — az acetil védocsoportok Zemplén szerint végzett
eltavolitasa utan — egy olyan amid sorozathoz jutottunk, amelyek gatlé hatast mutattak a
nyul vazizombol izolalt glikogén foszforilaz b enzimmel szemben. A legjobb gatl6 hatést
az N-(B-D-glikopiranozil)-3-(2-naftil)-akrilamid mutatta (K; = 3.5 uM). A szintetikus
munka és az enzimkinetikai mérések leirasat, valamint a szerkezet—hatas 6sszefiiggések
elemzését publikaltuk.

Mésrészt a monoszacharid valtoztatasaval a per-O-acetilezett 2-acetamido- (1B) és a 2-

“ A végzett munka jelentds részét nemzetkézi folydiratokban kozzétettiik. Ezek a kdzlemények tartalmazzak az
adott téma kutatasanak el6zményeit, és az elért Gj eredmények részletes bemutatasat. Ezekre a folyoiratcikkekre
a szokasos modon hivatkozunk. A zardjelentésben csak azokat a témakat fejtjiik ki, amelyek nyomtatott
formaban még nem kerlltek kozlésre.



ftalimido-2-dezoxi-D-glikopiranozil-azid (2aB), az 5-tio-D-gliikopiranozil-azid (3aB) és a

B-L-fukopiranozil-azid (4) analdg atalakitasait vegeztik el (1. Tablazat).

Megvaldsitottuk a ,,gliik6zamin-aszparagin” egyszeriisitett el6éallitasat is.!

1. Tablazat: N-Glikopiranozil-amidok el6éallitasa

OAc
AcO X
AcO

1. PMe3, CH2C|2

OAc
X
AcO

» AcO
= Na 2. R'COZ R'
1-3 amid
Kiindulasi azid Acilezészer Hozam [%)]
X R R’ Z (amid konfig.)
CHs OH 69 (B)
CHs OCOCH; 68 (B)
Ph OH 43 (B)
1B 0] NHCOCH; |3,4,5-CsH2(OCH3); |[Cl 67 (B)
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N-CiiHos Cl 91 (B)
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CF; OCOCF; 78 (B)
ZB O NPhth C10H7 (2-nafti|) OH 75 (B)
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20. |0 NPhth CuoHy @-naftil) | OH 72 (of)
30 |S OAC CHs OH 44 (ap)
30 |S OAC Ph OH 27 (o)
CHs OCOCH; 76 (B)
HsC7 07 N3
4 ACQ%A?ZBAC CioHy (2-naftil) | OH 94 (B)

A fenti modszerrel elkészitett N-acetil-B-D-glikopiranozilamin és N-trifluoracetil-3-D-

glikopiranozilamin nyal vazizom glikogén foszforilazzal képzett komplexeinek

krisztallogréfiai vizsgalata alapjan magyarézatot adtunk a két vegyilet gatlasanak

erdsségében mutatkozé mintegy kétszeres eltérésre.?

2. A 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil azidbol az el6z6 pontban hasznélt Staudinger-

kortlmenyeket alkalmazva elkészitettilk a megfelelé trimetil-foszfinimidet, melyet in situ

reagaltattunk alifas és aromas dikarbonsavakkal, illetve szarmazékaikkal. A disavak és

szarmazékaik megfelel6 N-glikopiranozil monoamidjait a kovetkez6 reagensekkel

kaptuk: pentan-1,5-disav, hexan-1,6-disav; szukcinimid, illetve glutarimid majd




gyaranyitds NaOMe-dal; maleinsav, acetilén-dikarbonsav, maleinsav-monoetilészter;
ftalsavanhidrid, izo- és tereftalsav-monometilészter. A kapott szarmazékokat atalakitottuk
dikarbonsav monoamidokka, illetve dikarbonsav-metilészter-amidokka. Az acetil
védocsoportok ezen atalakitasok egy része kdzben eltavoztak, illetve a Zemplén-
maodszerrel eltavolitottuk ¢ket. Ily modon 12 nem védett vegyulethez jutottunk, melyeket
megvizsgaltunk glikogén foszforilaz gatld hatasra. A sorozatban tobb hatastalan vegydlet
mellett egy jO gatld hatdsu szarmazék is volt: a 3-(N-B-D-glukopiranozil-
karbamoil)propansav inhibitorallanddja az alacsony mikromolos tartomanyba esik (K; =
20 uM). E munka sordn megmutattuk, hogy a mddositott Staudinger-kortlményeket
dikarbonsavakkal és szarmazékaikkal is lehet alkalmazni, illetve bovitettiik a glikogén
foszforilaz glukoz analog gatloszereinek szerkezet—hatas 6sszefligeseit. A munkat
publikaltuk.?

A per-O-acilezett (B-D-hex-2-ulopiranozil-azid)onsav-szarmazekok korét a korabbi
vizsgalatok soran nyert nitrilek (5, 6), amidok (7, 8) és metilészterek (9, 10) mellett
kibovitettuk a megfelelé terc.-butil- (11, 12) és trikldracetil-észterekkel (13, 14) (a
pentaklorfenil-észter megkisérelt eléallitasa soran a megfelel6 glikozil-bromid
azidszubsztitucidja sordn bomlést tapasztaltunk), valamint glicinamidokkal (15, 16) (2.
Tabléazat). A megfeleld savazidon keresztill elkészitettiik a 15 amid o anomerjét is.* E
vegyuletek korében térképeztiik fel a mddositott Staudinger-korilmények
alkalmazhatdségéat az azidcsoport amidda alakitasara.

Az 5 és 6 nitrilek, illetve a 7 és 8 amidok esetén savkloridok jelenlétében bomlast
tapasztaltunk. A 8 amidbol acilezészer tavollétében megkaptuk a megfelel 17 trimetil-
foszfinimid anomereket. Mig a 9 észterbdl savkloridok jelenlétében nem sikertlt
jellemezhet6 anyagot izolalnunk, a benzoilezett 10 esetén az alkalmazott acetil-klorid
mennyisegétol és a hémérseklettol fiiggoen eltéré aranyban kaptuk a 20 acetil-triazént és a
21 és 22 amid anomereket. A 15 glicinamidbol komplex termékelegyeket kaptunk,
amelyekbdl az alkalmazott acilezészer fliggveényében valtozo6 aranyban kaptuk meg a 18
és 19 anomerek keverékeét: acetil-kloriddal szobahémersékleten és —80 °C-on is ~10 % 18
és ~22-24 % 19 volt izolalhatd. Ecetsavanhidriddel =80 °C-on 51 % 19-et kaptunk, mig
ecetsavat alkalmazva ugyanezen hémérsékleten egy részlegesen dezacetilezett

szarmazékot kilonitettiink el 31 %-0s hozammal, melynek Gjraacetilezése 19-et



szolgéltatta.

2. Tablazat: A vizsgalt per-O-acilezett (D-hex-2-ulopiranozil-azid)onsav-szarmazékok és az

izolalt vegyuletek

R
CN CONH, |CO;Me CO,tBu CO,CH,CCl; | CONHCH,CO,Me
AcO _0OAc
gﬁ/ 5 9 11 13 15
OBz
BzOS 6 10 12 14 16
OBz AcO _OAc AcO _0OAc
B%?@N PMes AcO NHCOCH; AcO CONHCH,CO,Me
OCoNH, ACOCONHCH,CO,Me ACONHCOCHS
17 18 19
OBz OBz
BZ0o N=N—NHAc BZO TN NHCOCH; B2 CO,Me
B20C0,Me BzOCo,Me BZONHCOCHS
20 21 22

E tapasztalatok fényében valdszindsithetd, hogy a trimetil-foszfinimid képzés megtorténik

a glikozilazid-onsav szarmazékok esetében is, azonban ennek anomerizécidja az

acilezéssel 6sszemérheto sebességgel megy végbe. A fokozott anomerizécios hajlam a Z =
CN, CONH;, CO,Me csoportok jelenléteben a gyirinyilas soran kialakulo konjugativ

stabilizacionak tulajdonithato:

o
WN PMes; _ - vﬁ/z
1 I N:PME3
)
o
WN PMes V\V/N PMes ~—mr
7 Z N-PMeg



Az észlelt komplex termékelegyek kialakulasa is ennek az anomerizéciénak és a folyamat
sorén fellépo tobbféle nukleofil részecske reakcidjanak eredménye lehet. Mindezek
alapjan megallapithatd, hogy a modositott Staudinger-koriilmények alkalmazasa a per-O-
acilezett (B-D-hex-2-ulopiranozil-azid)onsav-szarmazékok korében a reakcié nem
megfelelé szelektivitasa miatt kevéssé alkalmas a megfelel6 N-glikozil-amidok

eléallitasara.

Egyeéb elektrofilek alkalmazhat6sagat a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil-azidbdl
nyert trimetil foszfinimiddel vizsgéaltuk meg. Benzil-kloriddal végzett reakcioban sok
foltos termékelegyet kaptunk, amelybél nem tudtunk jellemezheté anyagot izolalni. A
halogénecetsav szarmazékok kozul klor- és bromecetsavval, ezek etil-észtereivel, illetve
brémacetil-bromiddal végeztink kisérleteket. A savakkal, illetve a bromacetil-bromiddal
mérsékelt, ~40-50 %-0s hozammal a megfelelé N-gliikopiranozil-halogénacetamidokat
kaptuk meg, a tisztitds minden esetben oszlopkromatografiat igényelt. Az észterek
reakcioiban komplex elegyeket kaptunk. Egyik esetben sem talaltuk meg a vart N-
glukopiranozil-glicin szarmazékokat. Mivel a védett N-gliikopiranozil-
halogénacetamidokat a gliikozil-azid redukcidjat koveto acilezéssel a két Iépésre is jobb
hozammal és egyszeriibb tisztitassal (kristalyositassal) lehet elkésziteni, a Staudinger-
protokol alkalmazasa ezen a terlileten nem elénydsebb.

Tovéabbi elektrofil reagensként kiprobaltunk szulfonil-klorid szd&rmazékokat is. Benzol-,
illetve p-toluol-szulfonil-kloriddal reagéltatva a fenti foszfinimidet a megfelelé N-
glukopiranozil-szulfonamidokat kaptuk kristalyositassal izolalva mintegy 20-30 %-0s
hozammal. A kldrszulfonil-izocianat és p-toluoilsav reakcidjaban nyerheté N-p-toluoil-
szulfamoil-kloriddal is megvizsgaltuk a trimetil-foszfinimid atalakitasat, azonban csak
komplex elegyek keletkezését figyeltiik meg, amelyek nem szolgaltattak a vart terméket.
Spirociklizacids reakciokhoz, gliikopiranozilidén-spiro-oxadiazolin szarmazekok tervezett
eléallitasahoz sziikségiink volt per-O-acetilezett N-B-D-glikopiranozil-amidoximokra.
Mivel ezek elkészitése a megfelel6 glikozil-amin és hidroximoil-klorid, illetve glikozil-
bromid és amidoxim reakciojaval nem sikerilt, megvizsgaltuk a trimetil-foszfinimid
acilezését hidroximoil-kloridokkal. Ezen az uton mintegy 60 %-0s hozammal nyertiik az
eddig ismeretlen N-gliikopiranozil-benzamidoximot, és a 4-nitro- valamint 4-ciano-

szubsztitualt szarmazékokat.



Munkaterven Kivili eredmények

e Egy Uj problémakor tanulményozésa — nevezetesen heterociklusba zart aminoguanidin-
részszerkezetet tartalmazo szarmazékok, mint hidrazonok reakcidinak vizsgalata egyszert
monoszacharidokkal — a modellreakciok elvégzése és elemzése® utan Gyorgydeék Zoltan

eltdvozasa miatt sajnalatosan torz6ban maradt.

e Elkésziilt és megjelent a glikozil-azidok eléallitasat és transzformécioit a legteljesebben

attekint 80 oldal terjedelmii, tébb mint 350 hivatkozést tartalmazé kényvfejezet.’

Hasznositasi lehetdségek

Az alapkutatas célja a szintetikus metodoldgia fejlesztése volt, amelynek soran olyan N-
glikopiranozil-amidok is készlltek, melyek hatékony glikogen foszforilaz (GP)
gatlészereknek bizonyultak. Mivel a GP inhibitorait intenziven vizsgaljak egy potenciélis
antidiabetikus terdpia kidolgozéasara, az el6allitott vegyuletek tovabbfejlesztése indokolt lehet.

Debrecen, 2006. februar 15.

Dr. Somséak L&szlo
egyetemi tanar
témavezeto
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